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Abstract of DEI 9828726 

The preparation of a bioartificial transplant comprises: (a) providing a collagen matrix-containing 
allogenic or xenogenic tissue; (b) carefully removing all antigen-reactive cells from the collagen matrix 
and washing with sterile aqueous solution, and (c) seeding the matrix with autologous cells for the 
recipient or genetically modified cells suitable for the recipient to obtain a transplant. Also claimed is 
the transplant obtained by the method above. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag genn. § 44 PatG ist gestellt 

(S) Bioartifizielles Transplantat und Verfahren zu seiner Herstellung 

d?) Es wird ein empfangerspezifisches transplantat vorge- 
stellt, welches aus bereichsweise mit verschieden diffe- 
renzierten autologen oder gentechnisch veranderten qua- 
si-autologen besiedelten Zelien interstitiellem Bindege- 
webe besteht. Zur Herstellung eines solchen Transplan- 
tats wird ein allogenes oder xenogenes Gewebe bzw. Ma- 
terial enzymatisch oder chemisch so behandelt, dad eine 
nicht-denaturierte praktisch zellfreie Collagen-Matrix mit 
aufgelockerter Struktur erhalten wird, die mit den jeweils 
gewunschten Zelien direkt mdglichst vollstandig wieder- 
besiedeltwird. Das so erhaltene Transplantat istunmittel- 
bar einsetzbar. 
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BeschreibuDg 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
bioartifiziellen Transplant ats unter Verwendung einer zell- 
frei gemachten Bindegewebs-Matrix, die mit autologen Zel- 5 
len des Transplantat-Empfangers oder mit gentechnisch mo- 
difizierten allogenen oder xenogenen Zellen besiiedelt 
wurde. Femer betrifft die Erfindung ein bioartifizieiles emp- 
fangerspezifisches Transplantat, das nach dem genannten 
Verfahren erhaltlich ist und aus bereichsweise mit verschie- 10 
den differenzierten autologen Zellen besiedeltem intersti- 
tiellem Bindegewebe besteht. 

In der Ti-ansplantationstechnik wird heute die Transplan- 
tation von Haul, GefaBen und Organen chirurgisch bereits 
gut beherrscht und ist weit verbreitet. Die Bereitstellung ge- 15 
eigneter Transplantate ist jedoch noch immer schwierig. Die 
Transplantate kann man nach ihrer Art in drei groBe Grup- 
pen einteilen. 

Zunachst gibt es TYansplantate bzw. Implantate aus kiinst- 
lichen Materialien, wie Kunststoffen, Metallen, Keramik, 20 
textilen Materialien usw. je nach Verwendung und dadurch 
sich ergebender Belastung. 

Die synthetischen Implantate haben heute den Vorteil 
grofier Haltbarkeit und sind besonders im orthopadischen 
Bereich durchgesetzt, da beispielsweise bei kiinsdichen Ge- 25 
lenken hohe Anforderungen an die Belastbarkeit des Mate- 
rials gestellt werden. KUnslliche Implantate haben jedoch 
vor allem den Nachteil, dafi sie in keinem Falle mitwachsen 
und auch nicht wirklich einwachsen konnen. Durch letzteres 
entstehen haufig Probleme am Ubergang vom ktinstlichen 30 
Implantat zu seiner naturlichen Umgebung. 

Als zweites besteht die Moglichkeit, allogenes Material, 
z. B. Spenderorgane, oder u, U. auch xenogenes Material 
(tierischen Ursprungs) zu verwenden. Chemisch behandelte 
Transplantate tierischer Herkunfl werden beispielsweise flir 35 
den Herzklappenersatz beim Menschen verwendet. Das tie- 
rische Material wird dabei i.a. mit Glutaraldehyd behandelt, 
um die Strukturproteine zu stabilisieren und eine antigene 
Reaktion zu verhindern. Das mit Glutaraldehyd behandelte 
Gewebe unterliegt jedoch einer stetigen Verhartung und 40 
fortschreitenden Calzifizierung nach der Transplantation. 
Diese Transplantate mussen daher alle.paar Jahre ersetzt 
werden. Bei der Verwendung allogener Materialien, wie 
z. B. Spenderorganen ist eine standige fur den Organismus 
des Empfangers belastende Immunsuppression notwendig. 45 
Dennoch kann es zu AbstoBungsreaktionen aufgrund ver- 
schiedener Prozesse im Korper kommen. 

In manchen Fallen wird schlieBLich versucht, korperei- 
genes Gewebe fur eine Transplantation an anderer Stelle zu 
verwenden. Diese Methode wird beispielsweise bei Bypass- 50 
Operationen angewendet, wobei eine Vene von einer ande- 
ren Korperstelle entnommen und im Herzbereich eingesetzt 
wird, um mangelnde Durchblutung dort auszugleichen. 

Auch bei Hautverpflanzungcn wird haufig eigene, an an- 
derer S telle entnommene Haut verwendet. Bei der Verpflan- 55 
zung von Haut besteht das groBte Problem darin, daB prakti- 
sche nichts gewonnen wird, wenn die Hautflache 1 : 1 ver- 
pf^anzt wird, und daB deinzufolge ein kleiner Hautbereich 
entnommen und anschliefiend expandiert werden muB. 
Diese Dehnung der entnommenen Haut ist jedoch fiir die 60 
Stabilitat und Funktionalitat der neu uransplantierten Haut 
schadlich. 

Es besteht daher ein groBes Bediirfnis fiir Transplantat- 
Materi alien oder fertig verwendbare Transplantate, die dem 
naturlichen Material soweit nachmodelliert sind, daB sie gut 65 
einwachsen, nach Moglichkeit zu keinen AbstoBungsreak- 
tionen ("Host- Vers us- Graft-reaction") fuhren, dadurch lange 
haltbar sind und vom Wirt wie korpereigenes Material auf- 
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gefaBt und im Rahmen des naturlichen Zellaustausches um- 
gebaut werden, so daB moglichst sogar ein Mitwachsen der 
Transplantate im Korper des Empfangers ennoglicht wird. 

Der Erfindung liegt daher die Problemstellung zugrunde, 
ein solches Transplantat und ein Verfahren zu seiner Her- 
stellung zur Verfiigung zu stellen. 

Zur Losung dieses Problems ist erfindungsgemafi ein Ver- 
fahren zur Herstellung eines bioartifiziellen Transplantats 
fur einen ausgewahlten Empfanger vorgesehen, welches die 
folgenden Schritte umfaBt: 

a) Bereitstellung eines nativen, eine Collagen-Matrix 
enthaltenden allogenen oder xenogenen Gewebes bzw. 
Materials, 

b) Entfemung weitgehend aller antigen-reaktiver Zel- 
len aus der Collagen-Matrix durch schonende Zell ent- 
femung und anschlieBendes Spiilen mit stealer waBri- 
ger Losung, wodurch eine chemisch nicht modifizierte, 
praktisch zeUfrei gemachte, aufgelockerte Collagen- 
Matrix erhalten wird, 

c) direkte Weiterverarbeitung des zellfrei gemachten, 
durch die Behandlung unter b) aufgelockerten Materi- 
als durch moglichst vollstandige Besiedlung mit den 
jeweils gewunschten, autologen Zellen des Empfan- 
gers oder mit genetisch modifizierten fiir den Empfan- 
ger angepaBten Zellen, wodurch ein unmittelbar ein- 
setzbares Transplantat erhalten wird. 

Aus der US-PS 5 336 616 ist bereits ein Verfahren zur 
Zubereitung eines Gewebes auf Collagen-Basis fur die 
Transplantation bekannt, welches mit Hilfe der Schritte: 
chemische Vorbehandlung und Zellentfernung, Kryobe- 
handlung, Trockenstabilisierung, Trocknung, Rehydrierung 
und Zclkekonstitution ein bioartifizieiles Transplantat mit 
folgenden Eigenschaften ermoglichen soil: a) es enthalt eine 
extrazellulMre Protein- und Collagen-Matrix, die moglicher- 
weise vom Wirt remodelliert und repariert werden kann, b) 
es stellt eine intakte Membran-Grundlage fur die erfolgrei- 
che Wiederbesiedlung mit lebensfahigen Endothel- oder 
Epithelzellen dar, c) es ruft primar keine Immunantwort 
beim Wirt hervor, d) es calzifiziert nicht und e) es kann ein- 
fach bei Raumtemperatur gelagert und transportiert werden. 
Das bekannte Verfahren beruht auf dem Konzept, daB als 
Transplantat eine moglichst "immun-neutrale" Stiitzge- 
webs-MaUix gebildet werden soil, die dann vom Transplan- 
tations-Empfanger im Korper umgebaut und remodelliert 
werden kann. Zur Erleichterung dieses Vorgangs ist auch die 
M5glichkeit anschlieBender Besiedlung des nach dem Ver- 
fahren hergestellten Transplantates vorgesehen. 

Um zu vermeiden, daB die Matrix vom Korper des Trans- 
plantat-Empfangers als fremd erkannt wird, ist eine Prapara- 
tion mit bestimmten Schritten vorgesehen. Zunachst wird 
das entnommene biologische Grundmaterial in eine Stabili- 
sierungslosung eingelegt, um Strukturschaden zu vermei- 
den. Diese Stabilisierungslosung kann Antioxidantien, 
Quellmiltel, Antibiotika, Protease-Inhibitoren und auch Re- 
laxantien fiir glatte Muskulatur enthalten. Dann wird das 
vorbehandelte Gewebe in eine Azellularisierungslosung 
eingelegt, die im allgemeinen einen geeigneten Puffer, Salz, 
ein Antibiotikum, ein oder mehrere Detergentien, ein oder 
mehrere Protease-Inhibitoren und ein oder mehrere Enzyme 
enthalt. Die so erhaltene azellulare Matrix konnte nun mit 
einem vemetzenden Mittel, wie Glutaraldehyd, fixiert und 
bis zur Transplantation gelagert werden. Ansonsten wird sie 
einer iiblichen Kryobehandlung unterzogen. Im Laufe dieser 
Kryobehandlung kann das Produkt bereits steril verpackt 
werden. Das Gewebe wird dann bei niedriger Temperatur 
unter Vakuumbedingungen einer moglichst schonenden Ge- 
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friertrocknung unterzogen. Diese Gefriertxocknung erfolgt 
offenbar als rusatzliche MaBnahme zur Vermeidung von 

Rejektionen, da angeblich gefriergeLrocknetes Material ver- 
glichen init frischem oder cryokonserviertem Material weni- 
ger Rejektionen verursacht. Das Material soli dann vorzugs- 5 
weise in diesem Zustand gelagert und transportiert werden. 
Vor einer Transplantation wird das Gewebe rehydriert. Die 
Rehydrierung kann in Salz- oder Ringer-Losung erfolgen 
und ggf. Protease-Inhibitor(en) enthalten. Weitere Zusatz- 
stoffe konnen enthalten sein, z. B. Diphosphonate zur Inhi- 10 
bierung alkaliner Phosphatase und Unterdriickung der Cal- 
zifizierung, weiterhin Mittel zur Anregung der Neovaskula- 
risierung und Wirtszellen-Infiltration nach der TVansplanta- 
tion, oder die Rehydrierung kann auch in einem Vernet- 
zungsmittel wie Glutaraldehyd durchgefiihrt werden. Als 15 
zusatzliche MaBnahme ist schliefilich die Besiedlung mit 
iminuntoleranten lebensfahigen Zellen in vitro oder in vivo 
(nach der Transplantation) vorgesehen. 

Das zentrale Konzept dieses bekannten Verfahrens be- 
steht darin, eine azellulare, quasi "neutrale" Matrix zu erhal- 20 
ten, die gut eingebaut wird und keine Rejektionen hervor- 
ruft. Die Betonung liegt dabei auf einer "Neutxalisierung" 
der Matrix durch unter Unastanden zahlreiche chemische 
Behandlungsschritte mit Enzymen, Detergentien, Antibio- 
tika, Protease-Inhibitoren usw. Ein weiterer Schwerpunkt 25 
liegt auf der guten Lager- und Transportfahigkeit, die durch 
die Cryokonservierung und Trocknung erreicht wird, wobei 
gleichzeitig eine weitere "Neutralisierung" der Matrix statt- 
finden soil 

Das bekannte Verfahren - und damit auch das danach er- 30 
haltene Transplantat - weist jedoch noch gravierende Nach- 
teile auf. So hat es sich gezeigt, daB die polymere Collagen- 
matrix auch bei schonendem Einfrieren und IVocknen 
Strukturveranderungen unter Reduzierung der mechani- 
schen Stabilitat und Elastizitat erleiden muB, da in vitro- Ver- 35 
suche zeigen, daB die Zellen bei einer Wederbesiedlung auf 
einer vorher getrockneten oder cryobehandelten Collagen- 
Matrix wesenthch schlechter wieder einwachsen. 

Die Moglichkeit einer Renaturalisierung des Ti-ansplan- 
tats im Empfangerkorper wird dadurch sehr behindert oder 40 
gegebenenfalls zunichte gemacht. 

Ferner erscheint der Weg bedenklich, eine freiliegende 
"neutralisierte" Collagen-Matrix zu schaffen. Die Collagen- 
Matrix kann zwar in vitro mit zahlreichen Chemikallen be- 
handelt werden, dies laBt sich jedoch im Korper des Emp- 45 
fangers nicht weiterfuhren. Eine Behandlung mit Glutaral- 
dehyd wird zu den oben bei xenogenen Materialien schon 
beschriebenen Problemen zunehmender Verhartung und 
evtl. doch zu einer Calzifizierung fiihren. Ferner besteht die 
Gefahr, daB eine freiliegende CoUagen-Mauix letztendlich 50 
doch durch endogene Collagenasen angegriffen wird, so daB 
es zu AbstoBungsreaktionen kominen kann. Bei freihegen- 
der, unvollstSndig oder falsch besiedelter Collagen-Matrix 
kann es zu vermehrter Granulozyteneinwanderung und zu 
einer Thrombozyten-Adhasion und Leukozyten-Einwande- 55 
rung kommen, wodurch schLieBlich eine Entzundungsreak- 
tion entsteht und das Transplantat strukturell und funktionell 
verandert wird. 

Die Erfindung verfolgt demgegeniiber ein neues Konzept. 
GroBer Wert wird auch hier auf die voUstandige Azellulari- 60 
sierung, d. h. die voUstandige Entfemung antigen- reakti ver 
Zellen und anderer antigener Gewebekomponenten aus der 
Zellmalrix gelegt. Die Collagen-Matrix wird dann jedoch 
nicht in weiteren Behandlungsschritten immunologisch 
"neutralisiert" oder in ihrer Struktur verandert. 65 

Als Ausgangsmaterial dient bei der Erfindung ein alloge^ 
nes Oder xenogenes Material, das die Grundstruktur fur das 
gewunschte Gewebe, GefaB oder Organ zur Verfiigung stel- 



len soil. Iin Einzelfall konnte hier auch ein autologes Mate- 
rial verwendet werden, das dem spateren IVansplantat-Emp- 
fanger zuvor entnommen wurde. Erfindungsgemafi soil die 
Azellularisierung dieses Ausgangs materials ausschliefilich 
durch schonende Zellen tfemung und anschlieBendes, ggf. 
reichliches Spulen mit steriler waBriger Losung erfolgen. 
Die schonende Zellen tfemung kann entweder durch scho- 
nende enzymatische Zellverdauung, beispielsweise durch 
Einlegen des Gewebes bzw. Materials in Trypsin-Losung, 
erfolgen oder alternativ mit Hilfe eines chemisch zellablo- 
senden Mittels, vorzugsweise mit Hilfe eines ionenspezili- 
schen Komplexbildners. 

Im Falle der enzymaiischen Zellablosung werden durch 
das Verdauungsenzym Bindungsstellen in der Verankerung 
der 2^Uen mit ihrer Umgebung gelost. Dies geschieht vor- 
zugsweise durch Einlegen des Gewebes bzw. Materials in 
Trypsin-Losung. Dieser Trypsin-Losung kann bei Bedarf 
BDTA, EGTA, TOton oder TNN zugesetzt sein. Durch Ein- 
stellung der Zeitdauer, wahrend derer das Enzym auf das 
Gewebe einwirkt, wird das MaB der Abverdauung gesteuert 
und es wird vermieden, daB ein Angrifif auf die Collagen- 
Matrix selbst erfolgt. Die Trypsinbehandlung bewirkt auch 
eine gute Auflockerung der zellfrei gemachten Matrix, so 
daB die Neubesiedlung erleichtert wird. 

Alternativ wird ein chemisch zellablosendes Mittel ver- 
wendet, das auf beliebige andere chemische Weise die Zel- 
len an ihrer Verankerung zur Collagen-Matrix lost. Vorzugs- 
weise ist vorgesehen, daB ein ionenspezifischer Komplex- 
bildner verwendet wird, der den Zellen essentielle lonen 
entzieht und so eine Ablosung verursacht. Durch die Kom- 
plexierung z. B. von Calziumionen wird die Bindung der 
Zellen untereinander und die Zell-Matrixbindung iiber Inte- 
grine aufgehoben. 

Als ionenspezifischer Komplexbildner kann beispiels- 
weise das calziumspezifische EGTA (Ethyl engiykol-bis-(2- 
aminoethylethery-tetraessigsaure) eingesetzt werden, 
EGTA wird vorzugsweise kurzzeitig und hochkonzentriert 
eingesetzt. Auch andere Komplex- bzw. Chelatbildner, wie 
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), Citrat oder Ethylen- 
diamin oder sonstige chemisch zellabtotende und ablosende 
Mittel, die die Collagen-Proteins truktur nicht angreifen, 
konnen verwendet werden. So bieten sich weiterhin an: 
BAPTA/AM (ein zellpermeabler Calzium-Chelator) 
DMSO, Gadolinium, Desferrioxamin, Desferrithiocin, He- 
xadentat oder auch Aminocarboxylat. 

Die vorgenannten Mittel konnen einzeln oder in Mi- 
schungen eingesetzt werden, sie konnen durch andere Zu- 
satze erganzt werden, wie z. B. durch Tenside, die die Ablo- 
sung der ZeUen erleichtem konnen (z. B. TRITON®). Vor- 
zugsweise ist das chemisch zeliablosende Mittel frei von 
Enzymen, die bei langerer Einwirkung Collagen angreifen 
konnten, wie z. B. Trypsin. Durch die genannten Mittel wer- 
den die Zellen gleichzeitig abgetfitet und abgelOst. Das Ab- 
losen kann durch intensives Spulen oder eine entspre- 
chende, die Zellen mechanisch abscherende Behandlung un- 
terstUtzt werden. 

Ein Vorteil der chemisch-mechanischen Behandlung liegt 
darin, daB der Behandlungsschritt, in dem die Collagen-Ma- 
trix zellfrei gemachl wird, nur deutlich weniger Zeit in An- 
spruch zu nehmen braucht als bei einer Behandlung mit 
Trypsin. Hierdurch sinkt erstens die Gefahr, daB die Colla- 
gen-Matrix selbst angegriffen wird, und zweitens bleibt die 
Tertiarstruktur besser erhalten, wenn das Substrat nicht zu 
lange in Losung gequoUen wird. Ein weiterer Vorteil besteht 
darin, daB durch den Einsatz "barter Chemikalien" Probleme 
durch u. U. kontaminierte Enzyme tierischen Ursprungs 
vermieden werden konnen. Ein weiterer Vorteil liegt 
schlieBlich darin, daB die Basalmembran intakt bleibt. Die 
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Basalmernbran stellt das direkte und gewebespezifische Ad- 
hasionssubstrat fiir die Endothelzellen dar. Der Glycosilie- 

rungsgrad der Matrixproteine beeinfluBt auch die Zellimi- 
gration und somit ein spaieres Einwandern von Zellen. Die 
natiirliche Form des Collagengeriistes in ihrer dreidimensio- 5 
nalen Verbindung init anderen Matrixkomponenten und In- 
tegrinen kann daher durch die Erfindung erhalten werden, 

Auf die beschriebene Weise wird eine aufgelockerte, je- 
doch in ihrer Sekundar- und Tertiarstruktur dem nativen po- 
lymerisierlen Collagen noch weitgehend entsprechende 10 
CoUagenstruktur erhalten, die fur das Einwachsen neuer 
Zellen, nannlich autologer Zellen des Empfangers oder, falls 
dies ini EinzelfalL rnbglich ist, anderer immuntoleranter Zel- 
len bestens vorbereitet ist. 

Die zellfrei gemachte, aufgelockerte Matrix wird daher 15 
allenfalls kurz zwischengelagert oder sterilisiert (beispiels- 
weise radioaktiv mit UV oder Protonen bestrahlt, oder mit 
Ethylenoxid begast), jedoch nicht cheinisch weiterbehan- 
delt, sondem prinzipiell sofort, moglichst voUstandig mit 
den jeweils gewunschten, i.a, mit fiir den Ernpfanger autolo- 20 
gen Zellen in vitro besiedelt. Diese Besiedlung kann in ei- 
nem nomialen Kulturmedium erfolgen, dem ein Antibioti- 
kum zugesetzt sein kann. Im FaUe der besonders schonen- 
den und schneU verlaufenden Zellablosung durch Komplex- 
bildner kann ggf. Eine zusatzliche cheraische oder Kryo-Be- 25 
handlung erfolgen, wenn dies aus besonderen Griinden not- 
wendig erscheint. 

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, daB eine 
spatere AbstoBungsreaktion erfolgreich bereits dadurch ver- 
mieden werden kann, daB eine vollstandige, im Einzelfall 30 
auch mehrschichtige Besiedlung der weitestgehend azellu- 
larisierten Matrix mit immuntoleranten Zellen, d, h. im all- 
gemeinen mit autologen Zellen des Empfangers, vorgenom- 
men wird. Statt autologer 2^1Ien konnen auch Zellen ande- 
ren Ursprungs verwendet werden, die genetisch so verandert 35 
wurden, dafi sie fOr den Transplantat-Empfanger "vertrag- 
lich" sind, d. h., vom Korper nicht mehr als "fremd" erkannt 
werden. Auf diese Weise wird dem Ernpfanger ein Trans- 
plantat zur Verfiigung gestellt, das an aUen zuganglichen 
Stellen mit autologen Zellen bedeckt ist und daher vom Kor- 40 
per des Empfangers nicht als frerrid erkannt werden wird. 
Dieses Transplantat wird im Korper den iiblichen Urabil- 
dungsmechanismen unterworfen werden, so daB es auf na- 
tarliche Weise remodelliert, erneuert und unter ZelldifFeren- 
. zierung weiter angepaBt wird. Das Transplantat ist daher be- 45 
stens vorbereitet, besonders gut einzuwachsen, umgebaut zu 
werden und ggf sogar milzuwachsen. Durch die azellulari- 
sierte Matrix kann eine Vielzahl von Transplantatformen 
vorgegeben werden. Diese konnen je .nach Anwendungs- 
zweck mit verschiedenen autologen Zellen besiedelt wer- 50 
den, und zwar ggf. auch bereichsweise mit unterschiedli- 
chen autologen Zellen, 

In Weiterbildung der Erfindung ist vorgesehen, daB in die 
Matrix Wachstumsfaktoren mit eingebracht werden. Hierbei 
kann es sich vorzugsweise um fur die jeweiligen Zellen spe- 55 
zifische Faktoren, wie HGF, VEGF, FGF, ECGF oder PDGF 
handeln. Ebenso konnen auch Matrixfaktoren wie z. B. Fi- 
bronektin oder chemotaktische Faktoren eingesetzt werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die 
Wachstumsfaktoren bei der Zellbesiedlung eingebracht, in- 60 
dem genetisch modifizierte 2^llen verwendet werden, die 
mit Genen fur geeignete Wachstumsfaktoren transformiert 
wurden, so daB eine wenigstens transiente Expression an 
Wachstunrisfaktor(en) im Zeitraum nach der Transplantation 
erfolgt. Die temporare Expression von Wachstumsfak- 65 
tor(en) kann helfen, die Akzeptanz fiir das Transplantat zu 
erhohen, indem Kapillarisationsprozesse verstarkt oder aus- 
gelost werden. Fiir die Transformation bzw. Transfektion 
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der Zellen ist eine geeignete Methode auszu wahlen. Es kann 
sich dabei um die Elektroporation, liposoraalen Gentransfer, 
rezeptorvermittelte Endozytose, Proteincoating oder sonst 
ein geeignetes der bekannten und in der Literatur hinlang- 
lich beschriebenen Verfahren handeln. 

Altemativ kann der Wachstumsfaktor auch direkt in die 
extrazellul^e Matrix eingebracht werden. Dies konnte bei- 
spielsweise in mikroinkapsulierter Form oder durch geeig- 
nete Beschichtung geschehen. Hierdurch sollte der Wachs- 
tumsfaktor kurzfristig oder iiber einen bestinmiten Zeitraum 
ab Implantation retardiert in dem TVansplantat feigesetzt 
werden, so daB zeitweise eine ortlich hohe Konzentration an 
Wachstumsfaktor erzeugt wird, von der eine Signalwirkung 
fur die Auslosung von Kapillarisationsprozessen ausgeht. 

Das nach dem Verfahren erhaltene Transplantat ist unmit- 
telbar einsetzbar. Lagerung und Ti'ansport sollte hochst 
schonend unter sterilen und nicht dehydrierenden Bedingun- 
gen erfolgen. Eine gesonderte De- und Rehydrierung oder 
sonstige strukturverandemde Mafinahmen empfehlen sich 
an dem fertigen Transplantat nicht. 

Insbesondere bei pareanchymatosen Organen ist die 
Steuerung, welche Zellen wo aufwachsen sollen, besonders 
wichtig, damit das Gewebe nicht als fremd erkannt wird. Bei 
rohrenformigen GefaBen und Herzklappen-Transplantaten 
werden zweckmafiigerweise auBen autologe (Myo-)Fibro- 
blasten und innen Endothelzellen verwendet. Die Fibrobla- 
sten wachsen mehrschichtig auf und sichem auf diese Weise 
eine auBerlich intakte Besiedlung mit autologen Zellen, wo- 
durch die Infiltration mit Granulationsgewebe ver- oder zu- 
mindest stark gehindert wird. Das Aufbringen der Zellen auf 
die AuBenseite rohrenformiger GefaBe kann z. B. mit Hilfe 
viskoser Fliissigkeiten erfolgen. Die Zellen halten sich da- 
durch besser auf der auBeren Oberflache, so daB das Ein- 
wachsen erleichtert wird. Es kann eine viskose oder sogar 
gelierfahige Losung Verwendung finden, die z. B. Collagen, 
Plasma oder Fibrinogen enthalten kann. 

Die Erfindung umf aBt dementsprechend insbesondere 
auch bioartifizielle empfangerspezifische Transplantate, 
welche aus bereichsweise mit verschieden difFerenzierten 
autologen Zellen besiedeltem interstitiellem Bindegewebe 
bestehen. Anstelle von autologen Z^ellen, die vorher vom 
Transplantat-Empfanger gewonnen wurden, konnen auch 
quasi-autologe Zellen anderen Ursprungs eingesetzt wer- 
den, die genlechnisch im Hinblick auf den Ernpfanger ver- 
andert wurden. Die Collagen-Matrix des intcrstitiellen Bin- 
degewebes soil nach Moglichkeit nirgends mehr freifiegen. 

Handelt es sich bei dem erfindungsgemaBen Transplantat 
um ein Haut-Transplantat, ist es vorzugsweise auBen (auf 
der korperabgewandten Seite) mit Keratinozyten und innen 
(korperseitig) mit Zellen mesodermalen Ursprungs besie- 
delt. Auch hierbei sind die Oberflachen jeweils voUstandig 
besiedelt, so daB dort uberwiegend keine Collagen-Matrix 
freiliegt, die auf die Dauer verharten oder vom Korper als 
fremd erkannt und deshalb bekampft werden konnte. 

Neben Hauttransplantaten konnen auch bioartifizielle 
Herzklappen, Aorten, sonstige GefaBe, Sehnen, Cornea, 
Knorpel, Knochen, Larynx, Herz, Trachea, Nerven, Minis- 
kus, Diskus intervertebraUs oder z. B. Ureteren, Urethra und 
Blase erhalten werden. Letztere konnen zur Defektdeckung 
bei Patienten nach Operationen oder bei angeborenen MiB- 
bildungen (z. B. Hypospadie) verwendet werden. 

Das polymerisierte, praktisch im nativen Zustand belas- 
sene Collagen derTransplantat-Matrix ist von einer dem na- 
turlichen Zustand weitgehend entsprechenden hohen me- 
chanischen Stabilitat und Elastizitat. Dies ennoglicht. daB 
das bioartifizielle Transplantat lange, moglicherweise dau- 
erhaft, ohne emeu ten operativen Ersatz im Korper des Emp- 
fangers verbleiben kann. Daruberhinaus beeinfluBt dieses 
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Collagen die ZelldifFerenziemng beim korpereigenen Um- 
bau positiv. Das transplantierte artifizielle Organ wird leich- 
ter durch "inneren Umbau" korpereigen gemacht, d. h. da6 
die aulologen Zellen die xenogene Matrix innerhalb des Or- 
ganismus resorbieren und durch neue autologe Matrix erset- 5 
zen. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen 
beschrieben, die IsolationsprotokolLe fur die die Isolation 
autologer Zellen und Beispiele fur die Durchfuhrung des 
Verfahrens umfassen. 10 

Beispiele 

Herstellung eines bioartifiziellen Transplantats (allgemein) 

15 

Gewebevorbereitung (Zellentfernung) mit Trypsin 

Das Gewebe wird nach der Entnahme in eine bevorzugt 
0,05%ige Trypsinlosung gelegt und dort je nach Wandstarke 
des Materials z. B. 24, 48, 72 oder 96 Stunden belassen. Al- 20 
temativ kann statl der Zeit die Konzentration der Trypsin- 
Losung variiert werden. Das Gewebe soli vollstandig mit 
Trypsinlosung bedeckt sein. Die Fliissigkeit wird vorzugs- 
weise standig durch Ruhren in Bewegung gehalten. Die 
Temperatur sollte zwischen 25 und 37°C liegen. 25 

Insbesondere bei sehr festem Gewebe kann zur Unterstiit- 
zung der Zellablosung zusStzlich eine VerSnderung des pH- 
Wertes oder eine schonende Ultraschall-Behandlung vorge- 
noinmen werden. 

30 

Gewebevorbereitung (Zellentfernung) mit Komplex- bzw. 
Chelatbildner 

lypischerweise erfolgt die Behandlung des Gewebes 
durch Immersion in einer 1% EDTA isotonischen Kochsalz- 35 
losung bei 4°C fiir ca. 3 Stunden, Die Behandlungsdauer ist 
von der Konzentration des Komplexbildners abhangig. Be- 
darfsweise kann auch hier eine Unterstiilzung der Ablosung, 
beispielsweise durch UltraschaU, erfolgen. 

Nach AbschluB der enzymatischen oder komplexierenden 40 
Ablosung von Zellen und antigenen Gewebeteilchen wird 
das Gewebe gespiilt d. h. mehrfach in SpuUosung eingelegt 
oder langere Zeit unter DurchfluB von SpuUosung gereinigt. 
Zum Spulen kann sterile waBrige Losung wie z. B. NaCl- 
Losung, PBS oder andere verwendet werden. Das Spulen 45 
kann mehrere Tage dauem und fuhrl zusatzlich zu einer Ent- 
fernung vormals nicht abgeschwemrnler Zellkorper. 

Wenn die Behandlung mit Komplexbildner bei 4^C vor- 
genommen wurde, kann auch das Spulen vorteilhaft bei die- 
ser Temperatur erfolgen. Dabei sollte wenigstens ca. 2 Stun- 50 
den gespiilt werden. 

Falls erforderlich, wird das Gewebe nun in isotonischer 
L6sung bei Kiihlung auf etwa 4°C unter Zusatz von Antibio- 
tika bis zur weiteren Besiedlung steril gelagert. 

An dieser Stelle ist eine radioaktive Bestrahlung, bei- 55 
spielsweise eine y-Sterilisierung, eine Begasung mit Ethy- 
lenoxid, eine UV- oder Protonenbestrahlung moglich. 

Bei der Isolation der fur die Besiedlung zu verwendenden 
Zellen (z. B. Endothelien glatte Muskelzellen, Fibroblasten) 
konnen konventionelle IsolationsprotokoUe verwendet wer- 60 
den. 

Die Besiedlung erfolgt bei 37°C unter Sterilbedingungen 
in einem Medium, dem ggf. Wachstumsfaktor (ECGF) zu- 
gesetzt sein kann. Fur eine voUstandige Besiedlung ist es 
vorteilhaft. daB Kulturmedium standig zu bewegen und das 65 
bewegte Material haufig mit Sauerstoff in Kontakt zu brin- 
gen. 

Die Besiedlung mit verschiedenartigen Zellen bzw. Zell- 
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populadonen kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. 

Bin Vorteil der Erfindung ist, daB die Zellen eine extrazel- 
lulare Matrix in einer weitestgehend der natiirlichen Zusam- 
mensetzung entsprechenden Form und 3-D-Geometrie vor- 
finden. Das heiBt, daB unter Vermeidung strukturschadUcher 
Prozesse, wie z. B. Dehydrierung und Rehydrierung, eine 
dem physiologischen Zustand nahekommende extrazellu- 
lare Matrix fiir die Zellbesiedlung verwendet werden kann. 
Diese Matrix kann zeidich gestaffelt besiedelt werden. 

Sofem es sich um Haut handelt, kann das Gewebe zwi- 
schenzeitlich auf einem Trager fixiert oder in einem Rahmen 
eingespannt werden, wonach dann nur die eine Seite mit 
Zellen bespult wird. Dieses Verfahren kann fur die Ober- 
und Unter seite angewendet werden. 

Auch andere Materialien konnen durch geeignetes Ein- 
spannen und/oder Abdichten bestimmter Bereiche gezielt 
besiedelt werden. Beispielsweise kann von oben mit Kerad- 
nozyten und von unten mit Bindegewebszellen und ggf. Zel- 
len von Hautanhangsgebilden besiedelt werden. Altemativ 
konnen von oben zeitlich vor der Besiedlung mit Keratino- 
zyten Zellen von Hautanhangsgebilden aufgegeben werden. 

Rohrenformige Transplantate konnen z. B. zunachst in- 
nen im DurchfluB besiedelt werden, dann abgebunden oder 
eingespannt und auBen besiedelt werden. 

Bei der Herstellung eines bioartifiziellen GefaBes ist es 
beispielsweise moglich, von auBen Myofibroblasten und in- 
nerhalb des Lumens humane Endodielien aufzugeben, Ziel 
ist es, das Einwachsen der Zellen in die Wand des GefaBes 
und eine Differenzierung der Zellen am Migrationsziel in- 
nerhalb der 3D-Mikroumgebung der extrazellularen Matrix 
zu erreichen. Diese Einwanderung der Zellen in die Matrix 
stellt ein wesentliches Merkmal und gleichzeitig einen be- 
deutenden Vorteil der Erfindung dar. 

Die GefaBbcsiedlung von auBen kann auch zunachst mit 
glatten Muskelzellen und danach mit (Myo-)Fibroblasten 
erfolgen. 

Altemativ konnen innen, in das Lumen, zunachst Myofi- 
broblasten gegeben werden und danach - zeitlich so ver- 
setzt, daB sich eine konfluente Myofibroblasten-Zellschicht 
gebildet hat - ebenfalls in das Lumen Endothelien (in Kul- 
turmedium suspendiert). 

Die Gewinnung der Endothelien und glatten Muskelzel- 
len wird entsprechend dem Stand der Technik durchgefiihrt. 

GEWEBEGEWINNUNG 

Vena saphena-Slucke des peripheren Beins von Patienten 
von ca. 1 cm Lange werden in heparinisiertes Vollblut gege- 
ben und auf diese Weise in das Labor transportiert. Dort er- 
folgt die Isolation der Endothelien und Myofibrolilasten fiir 
die weitere Expansion in vitro. 

ISOLATION UND KULTUR VON ENDOTHELIEN, 
GLATTEN MUSKELZELLEN UND FffiROBLASTEN 

1. Materialien 

- HBSS (Clintec, Salvia, Homburg) 

- PBS, darin CA^^ und Mg^^ (Sigma) 

- CoUagenase A (Boehringer Mannheim) 

- M-199 mit L-Glutamin (Sigma), darin 10% (20%) 
FBS (Sigma) 

- gepooltes Humanserum 

- lOOp/ml Penicillin (Sigma), lOOpg/ml Streptomy- 
cin (Sigma) 

- 5000 |i/ml Heparin (Heparin Novo, Nordisk, Mainz, 
frei von Konservierungsstoffen) 

- 6-well Kulturplatten (Greiner, Frickenhausen, 
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Deutschland) 

- Fibroneclin Beschichtung 

2. Endothelzellen 

5 

2.1. Beispiel fiir eine ZeLlgewinnung 

Die ZeLlgewinnung erfolgt durch Fiillen des Segments 
mit PBS, darin Ca^"*" und Mg^'^ (Sigma) und 0,2% CoUage- 
nase A (Boehringer, Mannheim) (alteraativ HBSS oder M- lO 
199 mil 0,2% Collagenase A), 30 min Inkubieren in HBSS 
(5% C02/95% Luft/37°C), evtl. Verlangerung der Inkubati- 
onszeit auf Ih, Fushen mit 50 ml M-199 mit L-Glutamin 
(Sigma), darin 20% FBS (Sigma) (alternativ: Aufschneiden 
des GefaBes und Abschaben der ZelLen in einer mit Medium 15 
gefiillten Petrischale), Auffangen der Zellen und ZenLrifu- 
gieren (10 min bei 300 xg), Resuspendieren in 5 ml M-199, 
darin 20% FKS, 10 ^ml Penicillin (Sigma), 100 pg/ml Stre- 
promycin (Sigma), SOpg/ml EOF (endothilial 'growth fac- 
tor) (Boehringer, Mannheim), 5000 |j/ml Heparin und Kulti- 20 
vieren auf mit l%iger Gelatine vorbeschichteten 6-welI 
Kulturplatten. Alternativ kann anstelle von Humanserum 
auch FBS oder NCS verwendet werden. 

2.2 Kultur von Endothelzellen 25 

Die Kultur kann erfolgen durch: Inkubation bei 5% CO2, 
95% Luft bei 3TC unter Mediumwechsel alle 3 Tage. Nach 
Erreichen der Konfluenz wird zur Ablosung der Zellen eine 
Losung mit 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA (Sigma) in 30 
PBS ohne Ca^+ und MgV verwendet (Inkubation 2 bis 
3 Minuten bei Raumtemperatur). Alternativ kann eine me- 
chanische Trennung durch "Abschaben" erfolgen. Anschlie- 
Bend wird M-199, darin 20% FBS (zur Trypsininaktivie- 
rung) gewaschen. Es wird 10 min bei 300 x g zentrifugiert 35 
und anschlieBend resuspendiert. Schliefilich wird in 75cm^- 
Kulturfiaschen subkultiviert (1. Passage, 2. Passage in 
175cm^-Flaschen iiber ca. 2 Wochen). Diese Zellen werden 
zur Aussaat auf das Transplantat verwendet. 

40 

3. Myofibroblasten 

3.1. Gewinnung von SMC ("smooth muscle cells" = glatte 
Muskelzellen) und FB (fibroblasts, Fibroblasten) 

45 

Die Gewinnung erfolgt in folgenden Schritten: 

- mechanische Abtrennung der Adventitia (FB) vom 
deendothelialisierten GefaB 

- Zerkleinerung in Imm-Stiicke 50 

- die Stiicke werden mit wenig Medium in eine Kul- 
turflasche gegeben 

- nach 2-3 Tagen kleben die Gewebeteile auf dem Fla- 
schenboden 

- die Kulturflaschen werden taglich fiir 8 h senkrecht 55 
gestellt. 

3.2 Kultivierung von SMC und FB 

60 

Die Kultivierung erfolgt mit einer Zelldichte von 10000 
Zellen/cm^ bei 37°C, 95% Luft^und 5% CO2 bei einem Me- 
diumwechsel alle 2 bis 3 Tage bis zur weitgehenden Konflu- 
enz; dann Typsinierung und Passagierung. 

Zu den Figuren: 65 
Fig. 1 Aorta des Schweins nach Behandlung (Versuch 
entsprechend Schritten a) und b) des erfindungsgemaBen 
Verfahrens). Die Matrix ist aufgelockert und frei von Zellen. 



Die Zellentfemung erfolgte hier mit IVypsin. 

Fig. 2 Rasterelektronische Auftiahme der Oberflache ei- 
ner mit Trypsin entsprechend der Erfindung azellularisierten 
Oberflache einer Aortenwand. Die Mauixfibrillen sind dar- 
gestellt. 

Fig. 3 Aorta des Schweins nach Besiedlung mit Endothe- 
lien, die einen Monolayer an der oberflachlichen Lumen- 
seite bilden. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines bioartifiziellen 
Transplantats fiir einen ausgewahlten Empfanger, wel- 
ches die folgenden Schritte umfaBt: 

a) Bereitstellung eines nativen, eine Collagen- 
Matrix enthaltenden allogenen oder xenogenen 
Gewebes bzw, Materials, 

b) Entfemung weitgehend aller anUgen-reaktiver 
Zellen aus der Collagen-Matrix durch schonende 
Zellentfemung und anschlieBendes Spiilen mit 
steriler waBriger Losung, 

c) direkte Wciterverarbeitung des zellfrei ge- ' 
machten, durch die Behandlung unter b) aufgelok- 
kerten Materials durch moglichst voUstandige Be- 
siedlung mit den jeweils gewiinschten autologen 
Zellen des Empfangers oder mit genetisch modifi- 
zierten fiir den Empfanger angepaBten Zellen, wo- 
durch ein unmittelbar einsatzbereites Transplantat 
erhalten wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die schonende Zellentfemung durch eine enzy- 
matische Z^llverdauung geschieht, vorzugsweise 
durch Einlegen des Gewebes bzw. Materials in Tryp- 
sin-Losung. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die schonende Zellentfemung mit Hilfe eines 
chemisch zellabldsenden Mittels erfolgt, vorzugsweise 
mit Hilfe eines ionenspezifischen Komplexbildners, 
wie EDTA Oder EGTA. 

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Material zwischen 
Schritt a) und b) und/oder zwischen Schritt b) und c) in 
isotonischer Losung bei Kuhlung auf vorzugsweise 
4X' und unter Zusatz von Antibiotika sleril zwischen- 
gelagert und/oder gegebenenfaUs schonend sterilisiert 
wird, vorzugsweise durch Begasen oder Bestrahlen, 
z. B, mit y-Strahlen, UV oder Protonen. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Besiedlung des Materi- 
als brtlich mit verschiedenen differenzierten autologen 
Zellen erfolgt, beispielsweise bei rohrenformigen Ge- 
faBen auBen mit (Myo-) Fibroblasten und innen mit 
Endothelzellen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Aufbringen der Zellen auf die AuBenseite 
rdhrenfbrmiger GefaBe mit Hilfe viskoser Fliissigkei- 
ten erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB in die Matrix zusatzlich we- 
nigstens ein Wachstumsfaktor, Matrixfaktor oder che- 
molaktischer Faktor eingebracht wird - vorzugsweise 
mit Hilfe der Zellen bei der Besiedlung, oder vor der 
Besiedlung durch Einbringen des Wachstumsfaktors in 
einer geeigneten Form in die extrazeflulare Matrix, 
oder nach der Besiedlung durch Einbringen des Wachs- 
tumsfaktors in die besiedelte Matrix. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB fiir die Besiedlung genetisch modiflzierte Zel- 
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len verwendet werden, die mil Wachstumsfaktor(cn) 
codierenden Genen transformiert bzw. transfiziert sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB das erhaltene Transplantat 

f iir Lagerung und Transport steril unter nicht dehydrie- 5 
renden Bedingungen gelagert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dal3 das collagenhaltige allo- 
gene oder xenogene Gewebe bzw. Material Herzklap- 
pen, Haut, GefaBe, Aorten, Sehnen, Cornea, Knorpel, 10 
Knochen, Trachea, Nerven, Miniskus, Diskus interver- 
tebralis, Ureteren, Urethra und Blase umfaBt. 

11. Bioartifizielles empfangerspezifisches Transplan- 
tat, welches aus bereichsweise mit verschieden difFe- 
renzierten autologen oder gentechnisch veranderten 15 
quasi-autologen Zellen besiedeltem interstitiellem Bin- 
degewebe besteht, insbesondere erhaltlich durch ein 
Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 10. 

12. Transplantat nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich urn ein parenchymatoses Organ 20 
handelt. 

13. Transplantat nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich um eine bioartifizielle Herzklappe 
handelt, welche auBen mehrschichtig mil (Myo-)Fibro- 
blasten und innen mit Endothelzellen besiedelt ist, wo- 25 
bei die Oberflachen jeweils vollstandig besiedelt sind, 

so dafi dorl weitgehend keine Collagen-Matrix frei- 
liegt. 

14. Transplantat nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich uin ein Hauttransplantat handelt, 30 
welches auBen (auf der korperabgewandten Seite) mit . 
Keratinozyten und innen (korperseitig) mit Zellen me- 
sodermalen Ursprungs besiedelt ist, wobei die Oberfla- 
chen jeweils vollstandig besiedelt sind, so daB dort 
iiberwiegend keine Collagen-Matrix freiliegt. 35 
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